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zadnjem času postajajo genetske analize populacij vse bolj uporabno in uporabljano 
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ALEL – je oblika istega gena  na genskem lokusu, ki je prisotna v populaciji osebkov iste 
vrste. 
 
GEN – je enota za dednost, ki ima v prvotnem smislu določeno mesto ali lokus v genomu 
in nosi zapis za eno metabolno pot. Je del zaporedja DNK, ki nosi informacijo za sintezo 
proteina ali ribonukleinske kisline (RNK). 
 
GENETSKI TESTI – so vrsta preiskav z katero identificiramo podedovane genetske 
informacije, navadno na nivoju zaporedja DNK, lahko tudi na nivoju kromosomov, 
proteinov ali molekul RNK. 
 
GENOTIP – celoten zapis genov nekega organizma, ki jih posameznik podeduje in lahko 
predstavlja vse alele v celici, večinoma pa se uporablja za opis enega ali več genov, ki 
skupno vplivajo na neko lastnost oziroma fenotip. 
 
GENOTIPIZACIJA – proces ugotavljanja genotipa posameznika, pri katerem se lahko 
ugotavlja genotip enega ali več genov.  
 
MIKROSATELITNI OZNAČEVALCI - nukleotidna zaporedja majhnih visoko 
polimorfnih odsekov na molekuli DNK, ki se zaporedno ponavljajo in omogočajo 
preučevanje genetskih struktur v populaciji. 
 
POLIMORFIZEM -  obstoj dveh ali več alelov na določenem lokusu v populaciji, ki se 
pojavljajo z določeno frekvenco.  
 
SLOVENSKA AVTOHTONA PASMA – je tista pasma živali, ki je nastala in se 
izoblikovala na območju Republike Slovenije. Zanjo lahko na podlagi zgodovinskih virov 
o pasmah dokažemo, da je bila Slovenija prvotno okolje za njihov razvoj in da zanje 
obstaja slovenska rejska dokumentacija, iz katere je razvidno, da se za pasmo vodi poreklo 
že najmanj pet generacij. 
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Drežniška koza je edina slovenska avtohtona pasma koz (Žan Lotrič in sod., 2010). Izvira 
iz Zgornjega Posočja. Pasma je dobila ime po vasi Drežnica (Malovrh in sod., 2014). Po 
namenu reje sta se v preteklosti oblikovala dva tipa koz drežniške pasme (Žan Lotrič in 
sod., 2010). Na območju vasi Drežnice se je razvil mesni tip koze ter na Bovškem mlečen 
tip živali. Drežniška koza je sezonsko poliestrična pasma, zato so pripusti sezonski in 
potekajo na paši od avgusta do decembra. Koze večinoma jarijo spomladi ob začetku 
vegetacije (Kompan in sod., 2016), lahko pa tudi v zimskem času od januarja naprej. 
Celotni stalež koz, vključenih v genetsko banko, je približno 200 živali v 24-ih rejskih 
središčih (Žan Lotrič in sod., 2010). Ocenjujejo, da je na območju Slovenije približno 600 
koz, kar predstavlja zelo majhno populacijo. Tako predstavlja tudi drežniška koza 
pomemben del ohranjanja genetske pestrosti na Slovenskem ter na celotnem območju 
živinoreje. Posledica majhne populacije je problem parjenja v sorodstvu, to pa še podkrepi 
velika razlika v številčnosti med spoloma, ki je ocenjena na razmerje 10:1 v prid ženske 
populacije živali. V zadnjem času postajajo genetske analize populacij vse bolj uporabno 
in uporabljano orodje, ki omogoča vpogled v genetsko ozadje in razvoj populacije. Na eni 
strani omogočajo oceno stanja genetske raznolikosti v populaciji, oceno zastopanosti 
osnovalcev in prednikov, kot tudi oceno prispevka vnesenih genov iz tujih populacij. Po 
drugi strani pa lahko rezultate izkoristimo za postopno spremembo stanja v ogroženih 
populacijah, saj lahko uravnotežimo prispevke prednikov v sklad genov populacije, 
poskušamo izenačiti velikost družin, v plemenilni sezoni uporabiti primerno število čim 
manj sorodnih plemenjakov (Malovrh in sod., 2014). Hiter razvoj tehnologije in znanosti, 
kot je molekularna biologija, ki zajema znanja genetike, močno vpliva na ozaveščanje 
ohranjanja avtohtonih pasem, ki so velik vir genetske pestrosti, ki prispeva k ohranitvi 
biotske raznovrstnosti. Poznavanje genetske strukture avtohtonih pasem nam omogoča tudi 
vključitev določenih lastnosti v populacije drugih pasem. Da bi naredili korak naprej, si 
znanstveniki prizadevajo izpopolniti rodovnik drežniške koze, ki je trenutno nepopoln. To 
nam omogočajo genetske metode za preverjanje porekla živali ter določanje starševstva 
živali. Da bi lahko natančno določili starševstvo živali, je potrebno najprej dopolniti 
rodovnike živali in popraviti nepravilne rodovniške podatke. Na področju živinoreje ima 
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velik pomen nadzor rodovniških podatkov s pomočjo genotipizacije deribonukleinske 
kisline (DNK). Ker je identiteta očeta velikokrat bolj vprašljiva kot identiteta matere, je 
večina postopkov bolj usmerjena v preverjanje očetovstva. V ta namen uporabljamo 
molekularno genetske metode na osnovi genetskih označevalcev (Dovč, 1994). 
Individualne osebke lahko okarakteriziramo na ravni DNK s pomočjo različnih 
molekularnih tehnik, ki nam omogočajo odkrivanje genetskih razlik med osebki. 
Preverjanje porekla, genetsko kartiranje, forenzične preiskave in genetska diagnostika so le 
nekatere izmed možnosti za uporabo tipiziranja DNK (Dovč, 1994). Genetski označevalec 
je lahko katerikoli predel v genomu, kjer obstajajo razlike v zaporedju nukleotidov v DNK. 
Na ravni populacije se ta variabilnost kaže na osebkih znotraj populacije. Vendar te razlike 
nimajo bistvenega vpliva na fenotip živali, kljub temu pa nam razkrivajo genetsko 
sorodnost med osebki. Če je pojav teh razlik zelo redek, jo poimenujemo mutacija, če pa so 
te razlike pogoste,  jih imenujemo polimorfizem. Skratka, genetski označevalci so 
zaporedja znotraj verige DNK, v katerih se osebki razlikujejo, lahko pa so označevalci tudi 
znotraj genov za posamezne lastnosti, ki nam omogočajo, da sledimo njihovo dedovanje 
znotraj družin (Terčič in sod., 1996).  
 
Da si olajšamo samo analizo,  je potrebno poznati tudi pomembne značilnosti posameznih 
genetskih označevalcev. Tako lahko prepoznamo optimalne genetske označevalce, ki jih 
uporabimo v nadaljnji analizi.  
Značilnosti optimalnega genetskega označevalca so: 
 Kazati morajo visoko stopnjo variabilnosti, kajti to zagotavlja večjo  
informativnost. Osebku, ki je heterozigoten za določen označevalec, pravimo, da je 
za ta lokus informativen. 
 Po kromosomih morajo biti enakomerno razporejeni in za uporabo jih mora biti 
veliko število. 
 Njihova identifikacija mora biti enostavna in cenena (Glenn, 1995, cit. po Terčič in 
sod., 1996). 
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Mikrosatelitni označevalci izpolnjujejo vse te zahteve, in sicer so visoko variabilni, na 
razpolago jih je tisoče, naključno so razpršeni po genomu in enostavno jih je analizirati, 
zato so najpogosteje uporabljen tip genetskih označevalcev (Glenn, 1995, cit. po Terčič in 
sod., 1996). Mikrosateliti so visoko polimorfni markerji, ki se nahajajo pretežno v 
nekodogenih regijah genoma, redkeje pa jih najdemo v kodogenih zaporedjih (Žan Lotrič 
in sod., 2010). Mikrosateliti imajo značilnost velike številčnosti alelov ter njihove 
enakomerne porazdelitve, so ponovitvena nukleotidna zaporedja majhnih odsekov DNK. 
Na splošno jih obravnavamo kot selekcijsko nevtralne markerje in jih zato pogosto 
uporabljamo za populacijske študije in diferenciacijo osebkov tudi znotraj populacij z 
relativno visokim koeficientom sorodstva (Žan Lotrič in sod., 2010).  
 
Markerji dajejo posameznemu organizmu neko specifičnost in jih tako povezujemo z 
lastnostmi, značilnimi za določen organizem. Pri tem je pomembna frekvenca alelov v 
določeni populaciji kot tudi število alelov na posameznih lokusih. Poleg mikrosatelitov se 
v zadnjem času tudi pri kozah pojavlja še učinkovitejši genetski označevalec, polimorfizem 
posameznega nukleotida (ang. Single nucleotide polmorphism, SNP). Slednji so precej 
številčnejši in še bolj naključno razporejeni po genomu kot mikrosateliti, je pa analitika z 
njimi še vedno relativno draga (Tosser-Klopp in sod., 2014). Predno se lotimo genetskih 
testov pa je potrebno količino vzorčne DNK namnožiti. Za pomnoževanje specifičnih 
fragmentov DNK se uporablja metoda verižne reakcije s polimerazo (ang. Polymerase 
chain reaction), ki je oblika in vitro pomnoževanja specifičnih odsekov DNK. Metoda 
verižne reakcije s polimerazo (PCR) je zelo natančna in preprosta metoda, ki temelji na 
prileganju in podaljševanju začetnih oligonukleotidov, ki omejujejo izbrano področje 
DNK, ki ga želimo pomnožiti. Fragment, ki ga pomnožujemo, določata sintetična začetna 
oligonukleotida, ki s prilagajanjem na mesto vzorčne DNK določita rob fragmenta, ki se bo 
podvajal. Oligonukleotida sta komplementarna vsak enemu koncu DNK. Kompelemtarno 
verigo DNK, sintetizira encim DNK polimeraza, in sicer od mesta na vzročni DNK kamor 
se je vezal začetni oligonukleotid (Volčič, 2007). Ker je metoda zelo hitra in učinkovita, 
nam omogoča izvajanje analiz z manjšo količino vzorca. Raziskave nam z razvojem 
tehnologije omogočajo, da v eni reakciji PCR hkrati pomnožujemo večje število 
mikrosatelitnih lokusov. 
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Takšni tehniki rečemo multipleksiranje mikrosatelitov, ki omogoča enostavno in hitro 
izvedbo analize, seveda pa tudi cenovno bolj ugodno analizo genotipizacije.  
 
Ker je reakcija PCR zelo kompleksna, ne obstajajo splošne smernice ali navodila za 
optimizirani postopek reakcije. Zaradi same kompleksnosti komponent reakcije PCR in 
širokega spektra variacij je pričakovano, da en sam postopek ni enak za vse reakcije 
(Boleda in sod., 1996). S hkratnim povečanjem pomnoževanja na več kot enem lokusu so 
hkratne PCR reakcije postale hiter in priročen postopek tako v kliničnih kotu tudi 
znanstvenih laboratorijih (Henegariun in sod., 1997).  
 
Z diplomskim delom smo želeli optimizirati genetske označevalce na mikrosatelitnih 
lokusih, ki so se v predhodni študiji izkazali za informativne pri drežniški kozi. 
Optimizacija markerjev bo pomagala pri nadaljnjih genetskih raziskavah ter rejskem delu 
pri drežniški kozi. 
2 NAMEN IN CILJ NALOGE 
 
Namen diplomskega dela je bil karakterizacija mikrosatelitnih označevalcev pri drežniški 
pasmi koz. Z raziskavo smo želeli optimizirati genetske teste pri drežniški kozi z 
določitvijo optimalnih markerjev, ter njihove kombinacije v hkratni reakciji PCR (ang. 
multiplex PCR). Ker je bilo do sedaj le malo objavljeno o pogojih optimalnega delovanja 
hkratne reakcije PCR smo tako v diplomskem delu optimizirali genetske teste. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 PRIPRAVA VZORCEV 
 
V okviru magistrskega študijskega programa 2. stopnje Znanosti o živalih je izolacijo 
vzorcev predhodno opravil študent Dominik Pečovnik (Pečovnik, 2017). Priprava vzorcev 
je potekala s sledečimi postopki. 
 
3.1.1 Izolacija krvi 
Vzorci krvi so bili vzeti 394 živalim drežniške pasme iz območja Drežnice ter na območju 
Bovca. Odvzem vzorcev krvi je vključeval živali, ki so bile vključene v kontrolo porekla in 
proizvodnje za drobnico, in sicer so zajeli matere, očete ter njihove potomce. Vzorci krvi 
so bili vzeti iz vratne vene (vena jugularis), vzorec je vseboval 6 mL krvi, ki se je shranila 
v epruvete z dodatkom EDTA, s katerim so preprečili koagulacijo krvi po odvzemu. Za 
izolacijo krvi so uporabili komercialni komplet QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Kit 
(250), ki vsebuje pufer FG1, pufer FG2, pufer FG3, QIAGEN proteazo za izolacijo DNK. 
Koncentracija izolirane DNK v vzorcih je znašala minimalno 50 ng/µL vzorca. Delovni 
vzorci so bili pripravljeni z redčitvijo z 0,1xTE pufrom, s katerim so dosegli končno 
koncentracijo DNK v vzorcu, in sicer 5 ng/µL vzorca (Pečovnik, 2017). 
3.1.2 Izbor mikrosatelitnih označevalcev 
Vzorcem je bilo potrebno določiti mikrosatelitne genetske označevalce (seznam 
mikrosatelitnih označevalcev v prilogi A), in sicer so to storili na podlagi FAO priporočil 
Molecular genetic characterization of animal resources (2011). Markerje je bilo potrebno 
preizkusiti na izolirani DNK drežniške koze, saj sta bila od prvotno trideset izbranih 
markerjev le dva razvita za uporabo na kozji DNK. Pripravila se je delovna raztopina, ki 
vsebuje izbran marker ter predpisano redčitev z 0,1x TE pufrom.  
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Z metodo PCR v in vitro pogojih, kjer se uporablja encim DNK-polimeraza za pomnožitev 
specifičnih fragmentov DNK, so namnožili količino DNK v vzorcih. Pri tem so bili 
uporabljeni specifični oligonukleotidni začetniki, ki so determinirali želeni del DNK, ki se 
bo podvajal. Pred pričetkom pomnoževanja je bilo potrebno pripraviti PCR osnovno zmes. 
Pripravil se je PCR osnovne zmesi za PCR reakcijsko mešanico za Taq polimerazo ter 
PCR osnovno zmes za PCR reakcijsko mešanico za Phusion polimerazo. PCR osnovna 
zmes za Taq polimerazo je vsebovala sledeče reagente in njihove koncentracije: 
deionizirana H20 1,42 µL, 10x Taq pufer (Fermentas) 1,00 µL, 25 mM: MgCl2 (Fermentas) 
1,00 µL, 2 mM dNTP 1,00 µL, 10 pm/ul 5' začetni oligonukleotid 0,25 µL, 10 pm/ul 3' 
začetni oligonukleotid 0,25 µL, 5 U/ul AmpliTaq polimeraze (Fermentas) 0,08 µL. PCR 
mešanica skupaj je znašala 5,00 µL ter mešanica vzorca DNK (5 ng/µL) 5,00 µL, kar nam 
skupaj nanese volumen mešanice 10 µL. PCR osnovna zmes za PCR reakcijsko mešanico 
za Phusion polimerazo vsebuje sledeče reagente in njihove koncentracije: deionizirana H20 
1,10 µL, 5x pufer za Phusion HF polimerazo 2,00 µL, 2 mM dNTP 0,80 µL, 10 pm/ul 5' 
začetni oligonukleotid 0,50 µL, 10 pm/ul 3' začetni oligonukleotid 0,50 µL, Phusion DNK 
polimerase (2 U/ul) 0,10 µL, PCR mešanica skupaj je znašala 5,00 µL ter mešanica vzorca 
DNK (5 ng/µL) 5,00 µL, kar nam skupaj nanese volumen mešanice 10 µL. V predhodni 
študiji so pripravili dve različni PCR mešanici za preverjanje delovanja specifičnih 
markerjev. Reagentom so na koncu dodali še DNK polimerazo. Z dodajanjem DNK 
polimeraze na koncu se izognemo nekontroliranemu pomnoževanju DNK fragmentov v 
vzorcih, saj je encim aktiven že pri sobni temperaturi. Vzorci so bili preneseni na PCR 
ploščo v količini 5 ng/µL vzorčne DNK, katerim so dodali PCR osnovni zmesi ter kapljico 
mineralnega olja, ki preprečuje izhlapevanje vzorcev med potekom segrevanja verižne 
reakcije PCR. Program za pomnoževanje PCR se je izvajal po standardnem predpisanem 
postopku za verižno reakcijo PCR.  
3.1.4 Gelska elektroforeza 
Gelska agarozna elektroforeza je metoda, ki deluje na podlagi ločevanja posameznih 
odsekov molekule DNK glede na velikost posameznih odsekov. Uporablja se za ločevanje 
in prepoznavanje specifičnih segmentov DNK. Deluje na podlagi prevodnosti ter naboja 
molekule DNK. Električni tok teče od negativnega proti pozitivnem naboju, z njmi pa 
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skupaj tudi molekula DNK, ki je negativno nabita. Vzorce s pomnoženo vsebnostjo DNK 
so po končani pomnožitvi vzeli iz naprave PCR in jim dodali 5 µL nanašalnega pufra. 
Mešanico vzorcev ter pufra so prenesli na agarozni gel, dodali pa so še slepo kontrolo 
(PCR mešanica brez dodane DNK) ter standard (GeneRuler 100 bp). Po zaključku 
delovanje gelske elektroforeze so pregledali vzorce in jih fotografirali s pomočjo naprave 
UV transimilator. Vzorcem je nato sledila genotipizacija (seznam genotipov v prilogi B). 
Sprva so določili osem mikrosatelitskih markerjev med vsemi opazovanimi, ki so najbolje 
delovali. Ker je na podlagi gelske elektroforeze težko genotipizirati vzorce, da bi bili 
rezultati zanesljivi, smo se lotili drugačne tehnike. Tukaj pa se začne moje praktično delo 
za to diplomsko delo. 
3.2 DOLOČITEV FLUORESCENČNIH MARKERJEV 
Mikrosatelitne lokuse smo izbrali glede na rezultate predhodnih raziskav, ki so jih 
opravljali sodelavci Biotehniške fakultete, Oddelka za Zootehniko. Izbrali smo osem 
markerjev, ki so med vsemi opazovanimi kazali najbolj ponovljive rezultate in bili visoko 
polimorfni oziroma informativni v testirani populaciji drežniške koze. Izbrani markerji so 
bili SRCRSP5, MAF70, SRCRSP23, OarFCB48, INRA023, OarAE54, SRCRSP8, 
INRABERN172 (preglednica 1). Ti markerji delujejo v fluorescenčnem spektru. Določili 
smo jih na podlagi območja delovanja, ki se ne smejo prekrivati, ko mešamo mešanice 
(ang. Multiplex) markerjev, saj v takšnem primeru delovanja različnih markerjev ne 
moremo razločiti med seboj. 
Preglednica 1: Podatki o izbranih markerjih 






1 SRCRSP5 156-178 55 modra 
2 MAF70 134-168 65 modra 
3 SRCRSP23 81-119 58 modra 
4 OarFCB48 149-173 58 modra 
5 INRA023 196-215 58 modra 
se nadaljuje 
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6 OarAE54 115-138 58 zelena 
7 SRCRSP8 215-255 58 zelena 
8 INRABERN172 234-256 58 modra 
 
V preglednici 1  so navedeni vsi izbrani markerji in njihovo območje delovanja, optimalna 
temperatura delovanja ter barva markerjev, ki so bili uporabljeni v verižni reakciji s 
polimerazo PCR. Tukaj je vredno omeniti, da so izbrani markerji prvotno razviti za 
različne vrste živali. Na primer SRCRSP5 je bil razvit za koze, MAF70 je bil razvit za 
govedo, SRCRSP23 je neznanega porekla, OarFCB48 je bil razvit za ovce, INRA023 je 
bila razvita za govedo, OarAE54 je bil razvit za ovce, SRCRSP8 je neznanega porekla in 
INRABERN172 je bil razvit za govedo. Lahko vidimo, da je bil le en obravnavan marker 
prvotno razvit za kozo, in to je SRCRSP5. Vsi ostali so bili razviti za druge živali in 
verjetno zato še niso optimalni za analize pri kozah. 
3.3 PRIPRAVA PCR VZORCEV ZA ANALIZO ABI 
PCR mešanico smo pripravili v ločenem prostoru, kjer ni možne kontaminacije s tujimi 
DNK, ki jih ne želimo preučevati. Za pripravo vzorca, primernega za genotipizacijo, smo v 
epico zmešali  5 µL vzorca (vsak vzorec zastopa posamezno žival) z vodo brez nukleaz 
1,10 µL, 5x pufer Phusion HF polimerazo 2,0 µL, 2,5 mM dNTP 0,8 µL, 10 µM Primer L, 
10 µM Primer R, Phusion DNK polimerasa 0,10 µL. Tako smo skupaj dobili volumen 
vzorca 10 µL, primernega za reakcijo PCR. Pri pripravi vzorcev ne smemo dodajati 
mineralnega olja, kot pri predhodni reakciji PCR, saj bi se olje, ki preprečuje izhlapevanje 
vzorca med reakcijo PCR, zaradi svoje gostote ter viskoznosti nabralo v kapilarni koloni 
aparature ABI ter jo zamašilo. Suspenzijo v epici smo dobro premešali. Z njo smo 
napolnili ploščo, primerno za aparaturo PCR. V aparat smo vnesli parametre za reakcijo 
PCR in počakali do končane pomnožitve.  
Priprava reakcijske mešanice vsebuje 3 µL vzorca, ki mu primešamo 7,75 µL formamida 




 day Size Standard).  
nadaljevanje Preglednice 1 
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Končni volumen pripravljene mešanice znaša 10 µL. Volumen mešanice prenesemo v 
ploščo, primerno za aparaturo ABI applied biosystem HITACHI 3130xl Genetic Analizer, 
ki vsebuje 96 mest, primernih za nanašanje vzorca. Naložene vzorce nato denaturiramo pri 
temperaturi 95°C 3 minute in nato hladimo na ledu 10 minut. Vse skupaj še centrifugiramo 
z aparaturo CENTRIC 322 A, (Tehtnica, Železniki, Slovenija) in vstavimo v sekvenator 
(ABI, Applied biosystem HITACHI 3130xl Genetic Analyzer). 
3.4 GENOTIPIZACIJA 
Za genotipizacijo smo uporabili avtomatski sekventor ABI (Applied biosystem HITACHI 
3130xl Genetic Analiser), ki deluje na principu kapilarne elektroforeze. Omogoča nam 
hitro in zanesljivo ločevanje lokacij mokrosatelitov na vzorčni DNK. Sekventor vsebuje 
kapilare, v katerih se nahaja vzorec, vzorec potuje po kapilarah proti pozitivnem naboju 
(anodi). Med potovanjem vzorca laser na območju detekcije vzorec presvetli. Laser 
vsebuje fluorescentne značke, od katerih smo mi uporabljali modro - FAM in zeleno - 
ATTO
TM
  (NHS Ester). Barvne značke so barvila, specifična za vsak genetski označevalec 
posebej. Aparatura ABI Analizer je povezana z računalnikom in podpornim programom 
Geenemaper, ki nam podaja rezultate z določitvijo dolžine fragmentov pomnožkov PCR na 
mikrosatelitnih lokusih, ki jih primerja s standardnimi odseki znanih velikosti. Laser lahko 
istočasno prepoznava različne barvne spektre markerjev. Prepoznava lahko namreč 
istočasno štiri različne spektre fluorescenčnih barvil v eni kapilari. Tako se lahko pri tej 
napravi poslužujemo tudi priprave mešanic markerjev z različnimi barvnimi spektri, 
katerih območja delovanja baznih parov se prekrivajo. Vendar je potrebno delovanje 
markerjev sprva optimizirati, saj je tehnika določevanja z aparaturo ABI lahko draga in 
zamudna.  
Preglednica 2: Mešanice mikrosatelitnih označevalcev 
Mešanica 1 Mešanica 2 Mešanica 3 
SRCRSP5 (156-178) bp MAF70 (134-168) bp OarFCB48 (149-173) bp 
SRCRSP23 (81 – 119) bp INRABERN172 (234-256) bp  
INRA023 ( 196- 215) bp OarAE54 (115-138) bp  
 SRCRSP8 (215-255) bp  
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V preglednici 2 lahko vidimo tri različne pripravljene mešanice markerjev, katere smo 
uporabljali. Kot rečeno smo združili markerje z različnimi fluorescenčnimi barvami, kar 
nam omogoča, da istočasno analiziramo markerje, ki delujejo na istem odseku DNK in se 
prekrivajo. 
3.5 OPTIMIZACIJA MARKERJEV 
Različni pogoji PCR reakcije so pomembni za uspešnost testov. To so: relativna 
koncentracija primerjev na posameznih lokusih, koncentracija PCR pufra, temperatura 
prileganja oligonukleotidov, koncentracija MgCl2, koncentracija dNTP 
(deoksiribonukleotidov) in čas reakcije (Henegariun in sod., 1997). Od vseh naštetih smo 
izbrali štiri za nas ključne parametre in jih skušali optimizirati na izbranih markerjih. 
Optimizirali smo delovanje vseh osmih izbranih markerjev (preglednica 1). Optimizacijo 
smo opravljali na avtomatskem sekventorju ABI. Mešanice vzorcev in markerjev, ki smo 
jih optimizirali, smo pripravili po postopku priprave PCR vzorca, in sicer smo v epico 
zmešali  5 µL vzorca (vsak vzorec zastopa posamezno žival) z vodo brez nukleaz 1,10 µL, 
5x pufer Phusion HF polimerazo 2,0 µL, 2,5 mM dNTP 0,8 µL, 10 µM Primer L, 10 µM 
Primer R ter Phusion DNK polimeraza 0,10 µL.  
Ostali postopki in pogoji analiz so opisani v poglavju 3.3.. 
Preglednica 3: PCR reakcijska mešanica za Phusion polimerazo 
 
  
Koncentracije PCR reagentov Količina reagenta / vzorec (µL) 
Deionizirana H20 (brez nukleaz) 1,10 
5x pufer za Phusion HF polimerazo 2,00 
2 mM dNTP 0,80 
10pm/ul 5' začetni oligonukleotid R 0,50 
10pm/ul 3' začetni oligonukleotid L 0,50 
Phusion DNK polimeraza (2 U/uL) 0,10 
DNK vzorec (5 ng/µL) 5,00 
Skupen volumen reakcijske mešanice 10,00 
Škerlavaj T. Optimizacija genetskih testov z mikrosatelitnimi označevalci pri drežniški kozi. 




Postopek priprave reakcijske mešanice PCR je standardni postopek kateri je bil uporabljen 
v analizi in je predstavljen v preglednici 3. Tako pripravljene vzorce smo v epici dobro 
premešali in jih nanesli na ploščo, primerno za aparaturo cycle PCR. Aparaturi cycle PCR 
smo napisali program reakcije PCR in počakali do končane pomnožitve. Standardni 
program kateri se je uporabljal je prikazan na sliki 1. Nato smo pripravili reakcijsko 
mešanico, ki je vsebovala 3 µL vzorca PCR in ji primešali 7,75 µL formamida in 0,25 µL 
standarda LIZ 500. Končni volumen pripravljene mešanice je znašal 10 µL. Volumen 
mešanice smo prenesli v ploščo, primerno za aparaturo ABI. Po zaključenem 
sekvenciranju na aparaturi ABI smo v računalniškem programu Geenemaper, dobili 
podane rezultate z določitvijo mikrosatelitnih lokusov. Rezultate smo analizirali. Po 
predstavljenem klasičnem postopku smo opravili vse optimizacije.  
 
Kot prvo tehniko optimizacije smo odločili za spreminjanje optimalnega temperaturnega 
območja delovanja reakcije PCR. Pri tej optimizacijo smo spremenili temperaturo 
prilagajanja reakcije PCR, in sicer smo vsakemu markerju dvignili temperaturo delovanja 
za 5 °C nad temperaturo predpisano s protokolom reakcije PCR. In nato po standardnem 
opisanem postopku nadaljevali z analizo. 
 
  
Slika 1: Program reakcije PCR 
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Kot drugo in tretjo tehniko optimizacije smo skupaj izvedli spreminjanje programa reakcije 
PCR. Programu PCR smo tako spremenili čas trajanja posameznega cikla ter temperaturo 
posameznega cikla reakcije PCR (temperaturo prileganja nismo spreminjali in smo 
uporabili optimalno predpisano za posamezni marker). Napisali smo program reakcije 
PCR. Program smo spremenili od do sedaj uporabljenega, in sicer smo spremenili čas 
posameznih ciklov, ki se opravijo tekom pomnoževanja DNK v aparaturi za PCR. Čas 
prvotnega koraka 3 je trajal 7 minut, mi pa smo ga podaljšali s sedem minut na 30 minut. 
Istočasno ko smo podaljšali trajanje tretjega koraka, smo znižali temperaturo delovanja iz 
72 °C na 60 °C. Tako je bil na novo postavljen pogoj za korak 3; T 60 °C, čas 30 min. 
Shematski prikaz spremenjenega programa reakcije PCR je prikazan pod sliko 2. In nato 
po standardnem opisanem postopku nadaljevali z analizo. 
 
Slika 2: Spremenjen program reakcije PCR 
 
Kot četrto tehniko optimizacije smo mešanici za reakcijo PCR dodali MgCl2 v upanju, da 
bo izboljšal učinkovitost in specifičnost. Postopek je predstavljen v preglednici 4. Novo 
pripravljeno mešanico vzorca za reakcijo PCR z dodanimi 0,40 µL  MgCl2 smo analizirali 
po standardnem postopku.  
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Preglednica 4: PCR reakcijska mešanica za Phusion polimerazo z dodanim MgCl2 
Koncentracije PCR reagentov Količina reagenta / vzorec (µL) 
Deionizirana H20 (brez nukleaz) 0,70 
MgCl2 0,40 
5x pufer za Phusion HF polimerazo 2,00 
2 mM dNTP 0,80 
10 pm/ul 5' začetni oligonukleotid R 0,50 
10 pm/ul 3' začetni oligonukleotid L 0,50 
Phusion DNK polimeraza (2 U/uL) 0,10 
DNK vzorec (5 ng/µL) 5,00 




Primerjali smo med seboj delovanje različnih markerjev. Z aparaturo ABI Applied 
Biosystem HITACHI smo primerjali rezultate posameznih vzorcev, dobljene v procesu 
optimizacije posameznih markerjev.  Tako smo ocenili informativno vrednost uporabljenih 
mikrosatelitnih označevalcev. Proces optimiziranja markerjev je pomemben del analize. Z 
njim omogočimo optimalno delovanje markerjev in točnost rezultatov. Predvsem pa 
zmanjšamo stroške analize, saj nam optimizacija omogoča manjše število ponovitev analiz. 
Od vseh izbranih markerjev (SRCRSP5, MAF70, SRCRSP23, OarFCB48, INRA023, 
OarAE54, SRCRSP8 in INRABERN172) smo izločili dva markerja, to sta bila SRCRSP8 
in INRABERN172. Markerja SRCRSP8 in INRABERN172 sta bila za naše vzorce žal 
neprimerna in nista podala referenčnih rezultatov zaradi njune monomorfnosti. Zaradi 
nedelovanja dveh markerjev, smo tako optimizacijo izvedli na šestih izbranih markerjih. 
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Slika 3:  Primerjava izrisa homozigotnega in heterozigotnega vzorca (Geenemaper) 
Na sliki 3 je predstavljena razlika med vzorcem, ki je heterozigoten (04.fsa), in vzorcem, ki 
je za opazovani marker (v tem primeru SRCRSP5) homozigoten (14.fsa). 
Z avtomatskim sekvenatorjem ABI (Applied biosystem HITACHI 3130xl Genetic 
Analiser) smo določili velikost alelov mikrosatelitnih lokusov za izbrane vzorce. Za 
posamezni mikrosatelitni lokus se pojavljata dve alelni varianti in tako dobimo tri 
genotipske razrede, oba homozigota in en heterozigotni razred. Homozigot ima alela, ki sta 
oba enake dolžine, in je na elektroferogramu označen kot en sam vrh. Medtem ko pri 
heterozigotu določamo oba alela, ki se razlikujeta v velikosti baznih parov oziroma dolžini 
fragmentov (Volčič, 2007). Tako imajo heterozigoti na elektroferogramu dva vrhova. 
4.1 IZRAČUN FREKVENCE ALELOV ZA POSAMEZEN MARKER 
Frekvence smo določali le polimorfnim markerjem SRCRSP5, MAF70, SRCRSP23, 
OarFCB48, INRA023, OarAE54. Monomorfnima markerjema SRCRSP8 in 
INRABERN172 pa frekvence alelov nismo določali, saj smo jih zaradi neinformativnosti 
izločili iz nadaljnje raziskave. Frekvence posameznih alelov so grafično prikazane v prilogi 
C diplomskega dela.  
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Marker SRCRSP23 je v naši populaciji imel 4 alele, to so alel 83, alel 95, alel 97 in alel 
103, saj ima območje dolžin fragmentov produktov PCR med 81-119 bp. Vsak alel 
predstavlja svoj delež pri opazovanem markerju. Delež alelov za marker SRCRSP23: alel 
83 se pojavlja z deležem 28 %, alel 95 24 %, alel 97 21 % in alel 103 z deležem 27 %.  
Marker SRCRSP5 izraža večje število alelov kot marker SRCRSP23, in sicer smo 
zabeležili 7 različnih alelov. To so alel 151, alel 160, alel 166, alel 168, alel 170, alel 172, 
alel 178. Marker obsega dolžine produktov PCR na območju 156-178 bp. Delež alelov je 
sledeč: alel 151 z deležem 2 %, alel 160 19 %, alel 166 8 %, alel 168 8 %, alel 170 26 %, 
alel 172 28 % in alel 178 z deležem 9 %.  
Marker INRA023 izraža enako število alelov kot marker SRCRSP5, in sicer smo zabeležili 
7 različnih alelov. To so alel 195, alel 197, alel 199, alel 203, alel 208, alel 210, alel 212. 
Marker obsega dolžine produktov PCR na območju 196-215 bp. Delež alelov je sledeč: 
alel 195 z deležem 15 %, alel 197 7 %, alel 199 8 %, alel 203 24 %, alel 208 5 %, alel 210 
39 % in alel 212 z deležem 2 %.  
Delež alelov za marker OarFCB48 se razporedi med 6 izraženih alelov. To so aleli 145, 
alel 147, alel 151, alel 159, alel 161, alel 163. Marker OarFCB48 obsega dolžine 
produktov PCR na območju 149-173 bp. Delež alelov je sledeč: alel 145 in alel 163 
zavzemata delež 2 %, alel 147 12 %, alel 151 32 %, alelu 159 15 % ter alel 161, ki 
zavzema delež 37 %.  
Marker MAF70 obsega dolžine produktov PCR na območju 134-168 bp. Dobili smo 
sledeče izražene alele: alel 140, alel 144, alel 146, alel 146, alel 148, alel 150, alel 153. 
Alel 140 se pojavlja z deležem 14 %, alel 144 31 %, alel 146 15 %, alel 148 6 %, alel 150 
5 % in alel 153 z deležem 29 %. 
 Delež alelov za marker OarAE54 je razporejen med 7 alelov. Pojavljajo se aleli 120, alel 
122, alel 128, alel 129, alel 131, alel 134, alel 137. Alel 120 zavzema delež 1 %, alel 122 
13 %, alel 128 28 %, alel 129 16 %, alel 131 3 %, alel 134 5 % in alelu 137 pripada 
največji delež, 34 %. 
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Za optimizacijo delovanja markerjev smo spreminjali različne parametre pri pripravi 
vzorca, da smo lahko preverili vpliv posameznih parametrov in ter s tem izboljšali samo 
analizo.  
4.2.1 Temperatura prileganja oligonukleotidnih začetnikov 
Prilagajanje samih oligonukleotidnih začetnikov na eno verižno molekulo DNK je zelo 
pomemben proces in je odvisen od optimalne temperature za posamezni primer. Običajno 
se optimalna temperatura vezave oligonukleotidnih začetnikov nahaja med 48 in 72 °C. 
Temperatura prileganja (ang. Annealing) je povezana s tališčem oligonukleotidnih 
začetnikov, ki se uporabljajo v reakciji PCR. Tako ima vsak oligonukleotidni začetnik 
svojo optimalno temperaturo prileganja. Spreminjanje temperature prileganja znotraj 
variabilnega območja ± 5°C nima večjega vpliva na samo vezavo oligonukleotidnih 
začetnikov. Sprememba vezave oligonukleotidnih začetnikov se pojavi, ko temperaturo 
zvišamo ali znižamo izven tarčnega območja. Tako se je najboljše držati predpisane 
temperature optimalnega delovanja markerja, katero poda proizvajalec. Tako tudi 
podaljšanje časa prileganja ne vpliva pozitivno na samo vezavo markerjev. 
4.2.2 Spreminjanje koncentracije MgCl2 
Z dodatkom MgCl2 je postalo pomnoževanje produktov PCR bolj specifično za posamezne  
markerje, kar pomeni, da so neznačilni pasovi izginili in tako smo dobili vzorce večje 
intenzivnosti in specifičnosti. Vendar pa ta intenzivnost velja le za določene markerje, pri 
nekaterih markerjih se je sama intenzivnost vrha znižala in tako smo dobili nižjo višino 
vrha predstavljeno na grafu, vendar pa je izginil ali se zmanjšal šum na grafu, ki je 
izboljšal specifičnost in interpretacijo rezultatov. Pri markerju MAF 70 se z dodatkom 
MgCl2 izboljša tako specifičnost kot občutljivost testa. Vrhovi na izpisu so postali višji, 
bolj jasno razvidni in pojavljali so se v bolj določljivi obliki. Med tem ko pri markerjih 
SRCRSP23 dodatek MgCl2 ni vplival na izris vrhov. Tako ni bilo vidne razlike pri izrisu 
vrhov z dodatkom MgCl2 ter brez dodatka pri markerju INRA023, vidno je  bilo le 
zmanjšanje šumov pred posameznimi vrhovi, ko smo v rekacijo smešanico dodali MgCl2. 
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Slika 4: Primerjava rezultatov v programu Geenemaper 1. 
Na sliki 4 je prikazan izpis markerja SRCRSP23. Razvidno je, da dodatek MgCl2 ni vplival 
na spremembe pri izrisu vrhov, zmanjšali so se le šumi pred posameznimi vrhovi.  
Na sliki 5 je razvidno boljše delovanje markerja OarAE54 z dodatkom MgCl2.  
VZOREC Z 
DODATKOM  MgCl2 
VZOREC BREZ MgCl2 
Slika 5: Primerjava rezultatov v programu Geenemaper 2. 
VZOREC BREZ MgCl2 
VZOREC Z  
DODATKOM  MgCl2 
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4.2.3 Spreminjanje časa in temperature posameznega cikla reakcije PCR 
Program reakcije PCR smo spreminjali in pri tem iskali optimalno časovno razporeditev 
posameznih ciklov reakcije PCR. Tako smo prišli do zaključka, da je najbolj optimalen 
program, ki sprva v koraku 1 segreje vzorec na 94 ºC za 3 minute, nato sledi korak 2 in več 
zaporednih ciklov, ki segrejejo vzorec še za dodatnih 30 sekund pri temperaturi 95 ºC, 
shladi vzorec na temperaturo prileganja za 30 sekund in segreje na temperaturo 
optimalnega delovanja Taq-polimeraze na 72 ºC za 35 sekund in ta cikel se ponovi 35x. 
Nato sledi korak 3 in podaljševanje DNK na temperaturi 60 ºC 30 minut in nato hlajenje do 
temperature 4 ºC brez časovne omejitve v koraku 4. 
 
Preglednica 5: Shema cikla PCR 
Korak Temperatura (ºC) Čas Število ciklov 
1 94 3 minute 1 cikel 
 
2 
95 30 sekund  
35 ciklov 58-60 30 sekund 
72 35 sekund 
3 60 30 minut 1 cikel 
4 4 ∞ 1 cikel 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
Z diplomskim delom smo optimizirali parametre genetskih testov z mikrosatelitnimi 
označevalci in s tem pripomogli pri razvoju nadaljnjih genetskih analiz pri drežniški kozi. 
Slednje so lahko pomembne pri genetski karakterizaciji, preverjanju porekla in ohranjanju 
genetske diverzitete pri tej ogroženi pasmi. Uporaba mikrostatelitov je zelo razširjena 
zaradi sledečih razlogov (Razpet, 2004): 
 enostavna izolacija DNK uporabljamo veliko število lokusov,  
 v eni PCR lahko pomnožimo več lokusov hkrati, tako prihranimo čas in znižamo 
ceno,  
 material, katerega uporabljamo za raziskave, ni pridobljen na invaziven način (brez 
žrtvovanja organizmov).  
 
Genetskim testom, s katerimi želimo ohraniti in podrobno raziskati drežniško pasmo koze, 
bomo znižali stroške, saj imamo podane rezultate optimalnega delovanja markerjev, kar 
nam prihrani čas in denar pri postopku optimizacije in določanje multipleksa markerjev.  
Tako je bilo v našo analizo vključenih osem fluorescenčnih markerjev oziroma genetskih 
označevalcev. Kot smo že omenili v rezultatih diplomskega dela, smo dva markerja, 
INRABERN172 ter SRCRSP8 izključili iz nadaljnje raziskave zaradi monomorfnosti 
markerja. Marker, ki se je v naši analizi pokazal kot monomorfen SRCRSP8, se je v 
raziskavi El-Sayed in sod. (2016) izkazal za visoko polimorfen marker, za katerega so našli 
kar 7 alelov. Mi smo frekvenco alelov določali le preostalim polimorfnim markerjem 
SRCRSP5, MAF70, SRCRSP23, OarFCB48, INRA023, OarAE54. Za te markerje smo 
določili 7, 6, 4, 6, 7, 7 alelov po lokusu, kar v povprečju predstavlja 6,16 alelov na lokus za 
opazovane markerje. Marker SRCRSP23 ima tako mejno območje delovanja, saj je zanj 
značilnih majhno število izraženih alelov. Tako so naši rezultati raziskave dobro 
primerljivi z raziskavo Luna-Gonzales in sod. (2012), ki so dobili podobno vrednost 
povprečja alel pri burski in nubijski kozi (5,57), ki je zavzemala razpon med 4 in 6 alel na 
lokus. Ta raziskave je edina od obravnavanih imela povprečje pod našo dobljeno 
vrednostjo, vse nadaljnje raziskave so imela povprečja alel na lokus precej višja. Na primer 
Jimenez-Gamero in sod. (2006) so pri kozi murciano-granadina odkrili precej večje število 
alelov na marker, kar 9,8. Tako lahko vidimo, da je naša obravnavana skupina drežniške 
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koze verjetno majhna v primerjavi z drugimi obravnavanimi pasmami koz. To lahko 
povzamemo iz povprečnega števila alel na lokus ter razpona alel na posameznih markerjih. 
Četudi so v obravnavanih študijah uporabljali večje število markerjev, je za našo majhno 
populacijo drežniške koze naše izbrano število šestih markerjev zadostovalo. Tako smo 
dosegli dovolj visoko informativnost in smo z našimi rezultati lahko preverili poreklo 
drežniških koz (Pečovnik, 2017).  
Preden pa smo dobili vse predstavljene rezultate je bilo potrebno markerje optimizirati za 
njihovo usklajeno delovanje. Korak optimizacije markerjev je ključen pri analizi večjih 
setov vzorcev, kjer uporabljamo večje število markerjev v analizi. Tako je korak 
optimizacije nepogrešljiv v postopkih, ko tvorimo sete različnih mikrosatelitnih markerjev 
imenovane multipleks. Tako pripravljen in optimiziran protokol za hkratno PCR privede 
do cenejše, hitrejše in preprostejše izvedbe gentskih testov z reakcijo PCR.  
Naši izbrani markerji niso bili vsi prvotno namenjeni za analize koz. Na primer SRCRSP5 
je bil razvit za koze, MAF70 je bil razvit za govedo, SRCRSP23 je neznanega porekla, 
OarFCB48 je bil razvit za ovce, INRA023 je bila razvita za govedo, OarAE54 je bil razvit 
za ovce, SRCRSP8 je neznanega porekla in INRABERN172 je bil razvita za govedo. Od tu 
lahko vidimo, da je bil le en obravnavan marker prvotno razvit za kozo in to je SRCRSP5. 
Vsi ostali pa so bili razviti za druge živali. Zato je bila optimizacija še toliko bolj potrebna. 
Pri sestavljanju setov različnih markerjev smo markerje zlagali skupaj glede na barvo, 
optimalno temperaturo prileganja, območje delovanja markerja.  
Preglednica 6: Prikaz setov  PCR mešanic 
Mešanica 1 (T 55 °C) Mešanica 2 (T 65 °C) Mešanica 3 (T 58 °C) 
SRCRSP5 (156-178) bp MAF70 (134-168) bp OarFCB48 (149-173) bp 
SRCRSP23 (81–119) bp INRABERN172 (234-256) bp  
INRA023 ( 196-215) bp OarAE54 (115-138) bp   
 SRCRSP8 (215-255) bp  
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V proces optimizacije smo zajeli 4 ključne parametre, ki so vplivali na učinkovitost 
delovanja izbranih markerjev. Kot ste že lahko prebrali v diplomskem delu je naša 
optimizacija zajemala: 
 spreminjanje temperature prileganja, 
 dodatek MgCl2 v mešanico, 
 spreminjanje časa cikla PCR reakcije, 
 spreminjanje temperatura cikla PCR reakcije. 
 
Spreminjanje temperature prileganja za 5 °C nam ni podalo izboljšanja rezultatov, saj se 
tako majhno spreminjanje temperature, nahaja znotraj variabilnega območja delovanja 
markerja. Tako smo prišli do zaključka, da je temperaturo, ki je podana kot optimalna za 
posamezni marker, priporočeno upoštevati in iskati izboljšave delovanja markerjev na 
drugih področjih, kjer je to mogoče. Sama sprememba temperature v razponu 5 °C (lahko v 
plus ali minus 5 °C) je premajhna sprememba za vidne izboljšave delovanja markerja. Pri 
dodatku koncentracije magnezija so se nam  naši rezultati za določene markerje izboljšali 
(SRSRSP5, OarFCB48, MAF70). Pri nekaterih pa so ostali vrhovi nespremenjeni oziroma 
so delovali bolje brez dodatka magnezija MgCl2 (SRCRSP23). Pri markerju INRA023 pa 
spremembe nismo zaznali. Pri vseh markerjih pa je z dodatkom MgCl2 izginil šum pred 
posameznimi vrhovi na izrisu. Zato smo se na podlagi tega odločili, da bomo za multipleks 
markerjev uporabljali dodatek MgCl2, saj nam ta nikoli v zastavljenih poskusih 
optimizacije ni negativno vplival na dobljeni rezultat. Na podlagi teh ugotovitev smo 
ocenili, da je dodatek magnezija opravičen. Ciklu reakcije PCR smo med različnimi 
paralelkami rezultatov spreminjali čas in temperaturo delovanja. Ker so med programom 
PCR vzorci pogosto hlapeli, smo spremenili čas in temperaturo v koraku 3. Čas smo 
podaljšali iz 7 minut na 30 minut dolgo trajanje koraka, temperaturo pa smo tako znižali iz 
72 °C na 60 °C. S to spremembo nam vzorci niso več hlapeli (zaradi analize na aparaturi 
ABI nismo dodajali mineralnega olja, da ne bi zamašili kapilar). Ta sprememba se je 
izkazala za učinkovito. Naš celoten program reakcije PCR se je tako malenkostno 
podaljšal, vendar pa smo dobili lepše izrisane rezultate po končani analizi. To pripisujem 
manjšemu hlapenju vzorca tekom reakcije PCR in posledično večji vsebnosti DNK v 
vzorcu.  
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Zaradi velike pogostosti prekrivanja območja dolžin produktov PCR izbranih 
mikrosatelitnih označevalcev bi bilo v prihodnje za tvorbo mešanic večjega števila 
markerjev priporočeno uporabljali markerje z različnimi barvami za lažje razlikovanje med 
njimi. To bi še dodatno pocenilo raziskavo in jo tudi pospešilo. Enako velja za temperaturo 
prileganja. Če imamo možnost izbirati med mnogimi markerji, ki so za našo vrsto 
primerni, je smiselno, da jih izberemo tudi na podlagi optimalne temperature prileganja. S 
tem lažje tvorimo mešanice za PCR in tako uporabimo za vse izbrane markerje optimalno 
temperaturno prileganja. Tako bi optimizacija seta mikrosatelitnih markerjev in njihovo 
ustrezno sestavljanje v multipli PCR privedla do cenovno bolj ugodne in preprostejše 
izvedbe analiz živali na vseh področjih gentskih raziskav ali genotipizacije. 
5.1 SKLEPI 
V diplomskem delu smo prišli do sklepov: 
 Priporočeno je izbrati že znane markerje, ki so bili prvotno razviti za koze ali za 
drobnico. 
 Izberemo markerje, katere bomo uporabili v skupni reakciji PCR na podlagi 
območja delovanja posameznega markerja, da ne prihaja do prekrivanja markerjev. 
 Da je priporočeno izbrati fluorestenčne markerje z različnimi barvnimi oznakami 
zaradi morebitnega prekrivanja območja delovanja markerjev. 
 Da izberemo markerje katere bomo uporabili v skupni reakciji PCR na podlagi 
optimalne temperature prileganja, pri čemer je najboljše, da imajo vsi izbrani 
markerji skupno optimalno temperaturo prileganja. 
 Dodatek MgCl2 pozitivno vpliva na izris vrhov na elektroferogramu in zmanjšanje 
prisotnega šuma pred posameznimi vrhovi. 
 Podaljšanje koraka 3 reakcije PCR na 30 minut pri temperaturi 60 °C ima pozitiven 
vpliv na sam izris vrhov na elektroferogramu zaradi manjšega hlapenja vzorcev 
tekom reakcije PCR. 
 Temperatura, ki je podana kot optimalna temperatura prileganja za posamezni 
marker je najbolj učinkovita in spreminjanje optimalne temperature je nepotrebno. 
  
Škerlavaj T. Optimizacija genetskih testov z mikrosatelitnimi označevalci pri drežniški kozi. 






Boleda M. D., Briones P., Farres J., Tydeld L., Pi R. 1996. Experimental design: a useful 
tool for PCR optimization. BioTechniques, 21: 134-140  
 
Dovč P. 1994. Tipiziranje DNK kot metoda za preverjanje porekla živali. Zbornik 
Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Kmetijstvo (Zootehnika), 64: 45–56 
 
El-Sayed M. A., Al-Soudy A., El-Baday A.A. 2016. Microsatellite markers polymorphism 
between two Egiptian goat populations (Capra hircus). Egyptian Journal of Genetics 
and Cytology, 45, 1: 90-103 
 
Henegariun O., Herrema N.A., Dlouhy S.R., Vogt P.H. 1997. Research reports: Multiplex 
PCR: Critical parameters and step-by-step protocol. BioTechniques, 23: 504-511 
 
Jimenez-Gamero I., Dorado G., Munoz-Serrana A., Analla M., Alonso-Morago A. 2006. 
DNA microsatellites to ascertain pedigree-recorded information in a selecting nucleus 
of Murciano-Granadina dairy goats. Small ruminant research, 65, 3: 266–273 
 
Kompan D., Žan Lotrič M., Birtič D., Bojkovski D., Cividini A., Drašler D., Osojnik 
Črnivec I., Zajc P. 2016. Poročilo o izvajanju rejskega programa za drežniško kozo za 
obdobje 2011-2015. Domžale, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko: 19 str. 
 
Luna-Gonzalez A., Hernandez-Arteaga S., Sanchez-Garza M. 2012. Microsatellite loci and 
paternity analysis in Nubia and Boer goats. Archivos de medicina veterinaria, 44: 123–
127 
 
Malovrh Š., Krsnik J., Gorjanc G., Kompan D., Kovač M. 2014. Presoja genetske 
raznolikosti na osnovi porekla pri slovenski lokalni pasmi koz. V: Genetska pestrost na 
osnovi porekla pri slovenskih lokalnih pasmah. 2014. Malovrh Š. (Ur.). Domžale, 
Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, Enota za prašičerejo: 75 str. 
 
Molecular genetic characterization of animal resources. 2011. Rome. FAO animal 
production and health guidelines: 100 str.  
  http://www.fao.org/docrep/014/i2413e/i2413e00.htm (15. nov. 2016) 
 
Pečovnik D. 2017. Preverjanje rodovnikov in določanje očetovstva z mikrosatelitnimi 
označevalci pri drežniški kozi. Magistrsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, 
Biotehniška fakulteta: 46 str. 
 
Razpet A. 2004. Genetska raznolikost salmonidov v porečju Neretve. Magistrsko delo. 
Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta: 69 str. 
 
Škerlavaj T. Optimizacija genetskih testov z mikrosatelitnimi označevalci pri drežniški kozi. 




Terčič D., Holcman A., Dovč P. 1996. Uporaba genetskih markerjev v perutninski 
proizvodnji. Zbornik Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Kmetijstvo 
(Zootehnika), 68: 105–116  
 
Tosser-Klopp G., Bardou P., Bouchez O., Cabau C., Crooijmans R. 2014. Design and 
characterization of a 52K SNP chip for goats. PLoS ONE, 9, 1: e86227, 
doi:10.1371/journal.pone.0086227: 18 str. 
 
Volčič T. 2007. Preverjanje porekla pri ovcah z uporabo molekularnih genetskih 
označevalcev. Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 
Oddelek za zootehniko: 59 str. 
 
Žan Lotrič M., Birtič D., Bojkovski D., Cividini A., Čepon M., Drašler D., Gorjanc G., 
Kastelic M., Klopčič M., Kompan D., Komprej A., Krsnik J., Potočnik K., Simčič M., 
Zajc P. 2010. Rejski program za drežniško kozo. Domžale, Zveza društev rejcev 
drobnice Slovenije, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko: 81 str.
Škerlavaj T. Optimizacija genetskih testov z mikrosatelitnimi označevalci pri drežniški kozi. 




Seznam mikrosatelitnih označevalcev 
 









SRCRSP5 CHI21 GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG 55 156-178 
  TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC   
MAF065 OAR15 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG 58 116-158 
  CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG   
MAF70 BTA4 CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC 65 134-168 
  GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC   
SRCRSP23 Neznan TGAACGGGTAAAGATGTG 58 81-119 
  TGTTTTTAATGGCTGAGTAG   
OarFCB48 OAR17 GAGTTAGTACAAGGATGACAAGAGGCAC 58 149-173 
  GACTCTAGAGGATCGCAAAGAACCAG   
INRA023 BTA3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC 58 196-215 
  TAACTACAGGGTGTTAGATGAACT   
SRCRSP9 CHI12 AGAGGATCTGGAAATGGAATC 58 99-135 
  GCACTCTTTTCAGCCCTAATG   
OarAE54 OAR25 TACTAAAGAAACATGAAGCTCCCA 58 115-138 
  GGAAACATTTATTCTTATTCCTCAGTG   
SRCRSP8 Neznan TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC 55 215-255 
  
GTTTCTTCCTGCATGAGAAAGTCGATGCTTA
G   
SPS113 BTA10 CCTCCACACAGGCTTCTCTGACTT 58 134-158 
  CCTAACTTGCTTGAGTTATTGCCC   
INRABERN172 BTA26 CCACTTCCCTGTATCCTCCT 58 234-256 
  GGTGCTCCCATTGTGTAGAC   
OarFCB20 OAR2 GGAAAACCCCCATATATACCTATAC 58 93-112 
  AAATGTGTTTAAGATTCCATACATGTG   
CSRD247 OAR14 GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT 58 220-247 
  CACTGTGGTTTGTATTAGTCAGG   
MCM527 OAR5 GTCCATTGCCTCAAATCAATTC 58 165-187 
  AAACCACTTGACTACTCCCCAA   
ILSTS087 BTA6 AGCAGACATGATGACTCAGC 58 135-155 
  CTGCCTCTTTTCTTGAGAG   
INRA063 CHI18 GACCACAAAGGGATTTGCACAAGC 58 164-186 
  AAACCACAGAAATGCTTGGAAG   
ILSTS011 BTA14 GCTTGCTACATGGAAAGTGC 58 250-300 
  CTAAAATGCAGAGCCCTACC   
ILSTS005 BTA10 GGAAGCAATTGAAATCTATAGCC 55 172-218 
  TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC   
SRCRSP15 Neznan CTTTACTTCTGACATGGTATTTCC 55 172-198 
  TGCCACTCAATTTAGCAAGC   
SRCRSP3 CHI10 CGGGGATCTGTTCTATGAAC 55 98-122 
  TGATTAGCTGGCTGAATGTCC   
ILSTS029 BTA3 TGTTTTGATGGAACACAG 55 148-170 
se nadaljuje 
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  TGGATTTAGACCAGGGTTGG   
TGLA53 BTA16 GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA 55 126-160 
  ATCTTCACATGATATTACAGCAGA   
ETH10 CHI5 GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 55 200-210 
  CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC   
MAF209 CHI17 GATCACAAAAAGTTGGATACAACCGTG 55 100-104 
  TCATGCACTTAAGTATGTAGGATGCTG   
INRABERN185 CHI18 CAATCTTGCTCCCACTATGC 55 261-289 
  CTCCTAAAACACTCCCACACTA   
P19 (DYA) Neznan AACACCATCAAACAGTAAGAG 55 160-196 
  CATAGTAACAGATCTTCCTACA   
TCRVB6 BTA10 GAGTCCTCAGCAAGCAGGTC 55 217-255 
  CCAGGAATTGGATCACACCT   
SRCRSP7 CHI6 TCTCAGCACCTTAATTGCTCT 55 117-131 
  GGTCAACACTCCAATGGTGAG   
BM6444 BTA2 CTCTGGGTACAACACTGAGTCC 65 118-200 
  TAGAGAGTTTCCCTGTCCATCC   
DRBP1 BTA23 ATGGTGCAGCAGCAAGGTGAGCA 58 195-229 
  GGGACTCAGTCTCTCTATCTCTTTG   
SRCRSP5 CHI21 GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG 55 156-178 
  TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC   
MAF065 OAR15 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG 58 116-158 
  CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG   
MAF70 BTA4 CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC 65 134-168 
  GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC   
SRCRSP23 Neznan TGAACGGGTAAAGATGTG 58 81-119 
  TGTTTTTAATGGCTGAGTAG   
OarFCB48 OAR17 GAGTTAGTACAAGGATGACAAGAGGCAC 58 149-173 
  GACTCTAGAGGATCGCAAAGAACCAG   
INRA023 BTA3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC 58 196-215 
  TAACTACAGGGTGTTAGATGAACT   
SRCRSP9 CHI12 AGAGGATCTGGAAATGGAATC 58 99-135 
  GCACTCTTTTCAGCCCTAATG   
OarAE54 OAR25 TACTAAAGAAACATGAAGCTCCCA 58 115-138 
  GGAAACATTTATTCTTATTCCTCAGTG   
SRCRSP8 Neznan TGCGGTCTGGTTCTGATTTCAC 55 215-255 
  
GTTTCTTCCTGCATGAGAAAGTCGATGCTTA
G   
SPS113 BTA10 CCTCCACACAGGCTTCTCTGACTT 58 134-158 
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Priloga B: 
Seznam živali vključenih v raziskavo preverjanja rodovnikov 
 












ALEL   1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
ZAP. ŠT. 
VZORCA 
            193 P 97 103 168 170 203 210 147 159 153 153 137 137 
201 M 97 103 170 172 203 210 147 159 144 153 120 137 
204 O 83 103 168 178 199 210 147 159 140 153 129 137 
214 OM 83 103 172 178 195 199 159 161 140 146 129 129 
324 P 83 103 168 170 199 210 159 159 140 146 129 137 
209 M 103 103 170 170 199 210 145 159 146 153 137 137 
149 P 83 95 168 174 199 210 147 159 144 153 137 137 
206 M 83 95 172 174 197 210 147 161 144 153 137 137 
3 P 83 95 160 170 195 197 151 161 144 146 137 137 
1 M 83 95 170 172 195 197 147 151 144 144 134 137 
5 O 87 95 160 170 195 210 151 161 144 146 128 137 
186 OM 83 95 168 170 195 212 147 151 144 146 137 137 
254 P 93 97 172 172 203 210 145 159 144 153 137 139 
260 M 97 103 151 165 199 203 159 161 142 153 129 137 
249 O 83 97 160 172 203 210 147 161 144 153 128 137 
239 P 83 97 160 170 195 202 151 161 144 153 128 129 
262 M 97 103 170 170 195 210 151 161 142 153 128 129 
238 P 97 103 160 172 208 210 151 161 140 153 128 131 
245 M 95 103 160 172 208 210 151 161 140 153 131 131 
253 P 83 97 151 160 203 203 147 161 146 153 128 137 
265 M 83 103 160 172 203 210 151 161 142 146 122 128 
252 P 95 103 160 162 195 210 151 161 148 153 128 137 
247 M 95 103 170 172 195 212 151 161 142 148 128 137 
230 P 97 103 172 178 203 210 151 161 142 153 122 128 
265 M 83 103 160 172 203 210 151 161 142 146 122 128 
233 P 83 97 170 170 203 210 151 161 140 144 122 128 
267 M 83 97 170 172 210 210 151 161 142 153 122 137 
255 P 95 97 160 170 195 203 151 161 144 153 128 137 
262 M 97 103 170 172 195 210 151 161 142 153 128 129 
232 P 83 97 160 162 208 210 151 161 146 148 128 137 
249 O 83 97 160 172 203 210 147 161 144 153 128 137 
258 M 93 97 162 172 208 210 151 161 140 153 128 128 
234 P 87 95 170 172 210 210 151 161 142 142 122 137 
241 M 87 95 170 172 199 210 151 161 142 153 122 129 
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305 P 83 87 160 172 203 210 151 161 142 153 122 129 
278 O 83 87 168 172 197 203 151 161 142 150 122 128 
301 M 83 87 160 172 210 210 161 163 140 153 129 137 
307 P 83 103 172 178 203 203 159 161 148 150 128 134 
292 M 97 103 165 178 197 203 147 159 146 148 129 134 
306 P 83 103 165 168 197 210 151 161 140 150 122 128 
283 M 95 103 165 178 210 210 151 159 140 140 128 129 
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Priloga C: 

























Delež alelov za marker SRCRSP23  


















Delež alelov za marker SRCRSP5 
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Delež alelov za marker INRA023 




















Delež alelov za marker OarFCB48 
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Delež alelov za marker MAF70 




















Delež alelov za marker OarAE54 
